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红 花 愈 伤 组 织 诱导 、 生 长 及 其 a- 生 育 酚 的 产生 
其 烦 远 郊 光 村 


《中 国 科学 院 昆 明 植物 研究 所 ， 昆 明 650204) 


摘要 ”通过 TLC 和 HPLC 初 步 分 析 和 鉴定 ,证 明 从 红 花 (Carthamus tinctorius) 无 菌 苗 的 胚 根 、 
是 轴 及 子叶 和 花 营 中 诱导 出 的 愈 伤 组 织 均 具 有 合成 4- 生育 酷 的 能 力 。 其 中 以 胚 轴 的 愈 伤 组 织 和 
悬浮 培养 细胞 的 生长 速率 及 ao- 生 育 酚 的 含量 较 高 , 分 别 达到 0.35、,0.39 克 干 重 / 升 "天 和 0.62、 
2.28 毫 克 /100 克 干 重 样品 。 对 红 花 细胞 生长 较 适宜 的 培 养 基 为 MC 培养 基 。 培养 基 中 附加 10% 
椰子 汗 或 0.1% 栈 蛋白 氨基 酸 可 使 细胞 生长 显著 提高 ， 分 别 达到 0.45 和 0.41 克 干 宣 / 升 * 天 。 
关键 词 ” 红 花 ，a- 生 育 酚 ， 愈 伤 组 织 ， 生 长 速率 ， 有 机 附加 物 


THE INDUCEMENT, GROWTH OF CALLUS AND ITS PRODUCTION 
OF a-TOCOPHEROL FROM CARTHAMUS TINCTORIUS 
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Abstract Preliminary identification by TLC and HPLC mcethods demonstrated that 
the calli induced from root, hypocotyl, cotyledon and flower bud of Carthamus 
tinctorius had the capability to synthesize a-tocopherol which has the strongest 
activity among Vitamin BE family. Among these calli, the hypocotyl-callus and its 
suspension cells were better than others in growth rate and a-tocopherol content, 
They reached 0.35, 0.39 gDW/l.d and 0.62, 2.28mg/i00gDW respectively. MC 
medium was rather suitable for the cell growth of the callus which induced from 
hypocotyl, However, the medium supplemented with 10% CM(Coconut milk) or 
0.1% CA (Casamino acid) could obviously raise cell growth rate, reached 0.45 or 
0.41gDW/1.d 
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利用 植物 组 织 培养 技术 生产 有 用 的 天 然 化 合 物 〈 包 括 药物 、 色 素 、 香 料 和 食品 添加 
剂 等 ) 目前 已 在 少数 几 种 植物 上 获得 商业 性 成 功 ‘:1，?;。 通 过 对 培养 条 件 的 调控 及 筛选 
具有 高 产 稳产 性 能 的 细胞 变异 系 等 是 目前 使 培养 细胞 的 生长 和 次 级 代谢 产物 含量 显著 提 
. 高 的 主要 途径 ~-?，47。 

红 花 (Carthamus tinctorius) 是 菊 科 一 年 生 草 本 植物 ， 其 花 及 种 子 含 微量 生育 酚 
类 化 合 物 。 生 育 酚 类 化 合 物 主 要 包括 a-、B-、Y -和 8 -生育 酚 等 4 种， 其 中 以 -生育 
酚 的 生理 活性 最 强 , 具有 强 的 抗 氧化 性 能 并 有 防止 衰老 和 防老 年 病 的 作用 , 因而 在 医药 、 
食品 和 化 妆 品 工业 方面 的 需求 量 日 益 增 大 55，67。 

生育 酚 在 植物 中 以 右 旋 体形 式 存在 ， 其 活性 比 消 旋 体 形式 的 高 1.36 倍 。 目 前 化 学 合 
成 的 生育 酚 均 为 消 旋 体 且 xc -生育 酚 所 占 比例 不 大 。 因 而 , 从 植物 中 提取 具有 高 活性 的 生 
育 酚 的 要 求 迅速 增加 。 但 由 于 生育 酚 在 植物 中 含量 极 低 571, 所 以 通过 植物 组 织 培养 的 方 
法 可 能 是 大 量 生 产 具 有 高 活性 的 生育 酚 的 一 条 途径 。 

日 本 的 Furuya 等 7) 曾 从 红 花 的 花 莹 的 愈 伤 组 织 中 分 离 到 了 生育 酚 。 作者 在 此 研究 
基础 上 ， 对 红 花 的 不 同 器 官 部 位 进行 了 愈 伤 组 织 诱导 、 培 养 及 其 产生 0 -生育 酚 能 力 的 初 
步 试验 。 





材料 和 方法 


1. 愈 伤 组 织 的 诱导 

红 花 种 子 经 消毒 后 诱发 出 无 菌 苗 。 从 无 菌 苗 中 分 别 剪 取 不 同 器 官 部 位 〈 胚 根 、 胚 轴 
及 子叶 ) 于 常规 条 件 下 诱导 愈 伤 组 织 。 诱导 培养 基 为 附加 2ppm2，4-D、0.1ppmKT 
及 10%CM (椰子 半 ) 的 MS 琼 脂 培 养 基 。 于 25+ 1°C 暗 中 培养 。 切 段 (0.5 一 1cm 长 ) 
一 周 左 右 开始 膨大 , 两 周 即 长 出 愈 伤 组 织 。 不 同 外 植 体 的 愈 伤 组织 诱 导 率 均 达 95% 以 上 。 

另外 ， 前 取 红 花花 蓄 ， 用 0.2% 升 冬 消毒 后 用 无 菌 水 冲洗 和 干净， 去掉 苯 片 ， 切 取 花 
小 段 (0.5 一 1cm 长 》 于 相同 的 培养 基 和 培养 条 件 下 两 周 左右 亦 可 长 出 愈 伤 组 织 。 

2. 愈 伤 组 织 培养 及 细胞 悬浮 培养 

不 同 器 官 来 源 的 愈 伤 组 织 培养 于 含 2 ppm 2 ，4-D、0.1 ppmKT 和 0.1%CA ( 酷 蛋 
白 氨基 酸 ) 的 MS 固 体 培养 基 上 ， 每 30 天 继 代 一 次 ， 每 50 ml 三 角 瓶 装 25 mm 培养 基 。 

细胞 悬浮 培养 的 培养 基 为 附加 1ppm2,， 4-D、0.1ppmKT 和 0.1%CA 的 MS 液体 培 
养 基 ， 摇 床 转速 为 120 rpm, 其 他 培养 条 件 同 上 。 悬 浮 细胞 每 3 周 继 代 一 次 。 每 250 ml 的 
三 角 瓶 中 装 65 ml 的 培养 液 。 

3. 细 胞 的 生长 速率 测定 

收获 的 愈 伤 组 织 或 细胞 悬浮 培养 物 冰冻 干燥 或 于 50?C 下 干燥 至 恒 重 ， 称 重 后 按 下 列 
公式 计算 细胞 生长 速率 〈 单 位 ， 克 干 重 / 升 .天 ) : 


(最 终 收 获 干 重 一 接种 干 重 ) 
《培养 天 数 x 培养 基体 积 ) 


另外 ， 测 定 了 每 个 三 角 瓶 收获 的 培养 物 干 重 数 (gDW /flask) ， 以 示 细 胞 得 率 。 各 


细胞 生长 速率 (gDW/1.d) = 
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”处 理 至 少 重复 3 次 ， 结 果 为 重复 的 平均 
值 。 A 

4。 co- 生育 本 的 提取 及 测定 

干燥 后 的 样品 粉碎 ， 过 60 目 第 后 称 
重 ,' 在 40?*C 下 用 石油 醚 (mp30~60?C) 
暗中 回流 8 小 时 ， 收 集 提取 液 后 减 压 蒸 
干 ， 再 用 石油 醚 定 容 至 刻度 。 

%- 生 育 酚 的 定性 鉴定 用 TLC 和 
HPLC 方 法 进行 。TLC 法 : 硅胶 G 板 〈 青 
岛 )， 展 开 剂 ， 某 : 石油 栈 : 酷 酸 乙 酯 
=3.5 :6.3 :0.2， 显 色 剂 ， 等 体积 的 
a、a - 联 吡啶 三 氯 化 铁 溶液 ， 其 中 一 
生育 酚 遇 显 色 剂 变 红 色 5s :。 

ax- 生育 酚 的 定量 用 HPLC 进 行 。 
柱 ，Zorbax ODS 柱 (4.6x250mm) ， 图 1 培养 物 中 a- 生 育 酚 的 高 效 液 相 色 谱 分 离 
流动 相 ， 甲 醇 ， 流速 ，1.5ml/min， 柱 人 .标准 的 -生育 酚 ; 也. 境 养 物 的 石油 本 提取 和 
温 。50"C, 检测 波长 ，290am， 以 标准 的 ws 

au- 生育 酚 作 对 照 ， 双 点 外 标 法 定量 计 
算 。 最 后 换算 成 每 100g 干 重 样品 中 含 x- 
ee 0 en 
4.06 分 钟 (图 1) 。 
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1. 愈 伤 组 织 的 初步 选择 

从 红 花 的 不 同 器 官 部 位 均 能 诱导 出 愈 伤 组 织 。 愈 伤 组 织 在 每 次 继 代 培养 时 ， 均 选择 
生长 较 好 、 较 疏松 的 新 鲜 的 愈 伤 组 织 作为 下 一 代 继 代 的 材料 ， 连 续 继 代 五 代 后 ， 各 愈 伤 
组 织 基本 上 均匀 一 致 ， 质 地 较 疏 松 并 呈 淡 黄色 。 此 时 的 愈 伤 组 织 已 摆脱 了 母体 的 影响 ， 
成 为 一 个 新 的 独立 系统 .97。 从 图 2 可 以 初步 看 出 ， 从 胚 轴 诱导 出 的 愈 伤 组 织 比 从 其 它 
部 位 诱导 的 生长 快 。 

2. 不 同 愈 伤 组 织 的 培养 比较 

实验 结果 表明 〈( 表 1 〉: 从 不 同 器 官 诱导 得 到 的 愈 伤 组 织 均 具 有 合成 0 -生育 酚 的 能 
力 。 其 中 胚 轴 的 愈 伤 组 织 在 生长 速率 和 在 产物 含量 上 均 优 于 其 他 部 位 的 愈 伤 组 织 ， 分 别 
达到 0.350gDW/1.d 和 0.62mg/100gpDW， 其 次 是 花 萝 和 子叶 的 愈 伤 组 织 ， 胚 根 的 愈 伤 组 
织 最 差 。 生 育 酚 类 化 合 物 在 时 绿 体 内 、 外 均 可 以 合成 ， 但 在 红 花 中 一 般 贮 藏 于 种 子 和 花 
的 红 花 油 中 。 因 此 , 从 次 级 代谢 产物 含量 高 的 外 植 体 诱导 到 的 愈 伤 组 织 其 代谢 物产 量 不 一 
定 高 , 但 不 同 来 源 的 愈 伤 组 织 都 具有 合成 其 母体 植株 所 存 的 次 级 代谢 物 的 能 力 , 证 明了 植 
物 培 养 细胞 产物 全 能 性 观点 和 107。 
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图 2 红 花 不 同 部 位 的 愈 伤 组 织 培养 
1 有 坚 根 愈 伤 组 织 ; 2, 有 三 轴 愈 伤 组 织 ; 3. 子叶 愈 伤 组 织 ; 4 花 膏 您 伤 组 织 
ig. 2 The culture of different calli from Carthamus tinctorius 


i.Rooi-ealluss 2.Hypocotyl-calluss 3.Cotyledon-eallyss 4,Flower bud-ecallus 


表 1 从 红 蓄 不 同 器 官 上 诱导 的 愈 伤 组 织 的 比较 


Table 1 The comparison among calli induced from different orgens of Carthamus tinctorius 

















愈 伤 组织 收获 干 重 生长 速率 Qa- 和 生育 汾 含 最 ca :生育 酚 产 瑟 

(3/ 瓶 ) 《元 干 重 / 升 .天 ) 〈 毫 死 /100 充 干 重 ) 《毫克 / 升 ) 
Calli HarvestD. W Growih rate Qa-tocopherol content a-tocopherol yield 

(g/flask) (gDW/1.d) (mg/100gDW) (mg/ 1) 

三 想 0.209 0.223 0.45 0.038 

Root 

肚 四 0.285 0.350 0.62 0.073 

Fypocotyl 

池 - [i 0.309 0.287 0.49 0.061 

Cotyledon 

花 谨 0.296 0.296 0.57 0.067 


Flower bud 








5. 不 同 来 源 的 细胞 悬浮 培养 的 比较 
不 同 来 源 的 细胞 悬浮 培养 的 比较 研究 亦 发 现 ( 表 2): 由 胚 轴 诱导 的 愈 伤 组 织 的 细胞 悬 


2 期 甘 烦 远 等 ， 红 花 愈 伤 组 织 诱导 、 生 长 及 其 xc- 生 育 酚 的 产生 193 


浮 培 养 亦 均 优 于 其 它 部 位 来 源 的 细胞 , 生长 速率 和 o- 生 育 酚 含量 分 别 达到 0.389 gDW/Ld 
和 2,28mg/100gDW。 并 且 各 部 位 的 细胞 都 具有 合成 a -生育 酚 的 能 力 。 另外 ， 从 表 1 
和 表 2 还 可 以 看 出 ,同一 外 植 体 来 源 的 培养 细胞 在 不 同 的 培养 系统 中 , 除 胚 根 细胞 外 ， 其 
他 的 外 植 体 来 源 的 培养 细胞 其 悬 浮 培 养 在 生长 及 a - 生育 酚 产 量 上 都 比 愈 伤 组 织 培养 更 
优越 。 

对 细胞 的 愈 伤 组 织 和 悬浮 培养 的 培养 基 也 同时 进行 了 a -生育 酚 的 含量 分 析 。 结 果 发 
现 细 胞 中 合成 的 -生育 酚 似 乎 全 部 积累 于 细胞 中 而 不 分 泌 到 胞 外 。 

通过 以 上 的 比较 研究 ， 建 立 了 红 花 的 组 织 培养 ， 确 立 了 以 胚 轴 而 来 的 愈 伤 组 织 作为 
进一步 试验 的 原始 材料 。 





表 2 红 花 不 同 部 位 细胞 悬浮 培养 的 比较 


Table2 the comparison between the different parts of suspension culture of Carthamus tinctoriu 








悬浮 培养 收获 干 重 生长 速率 a*" 生 育 枯 含量 ac- 生育 酚 产 率 
《区 / 瓶 》 ( 克 干 重 / 升 .天 ) (毫克 /100 克 干 重 ) (毫克 / 升 ) 
Suspension HarvestDW Growth rate a-tocopherol cont 。 Qa-tocopherol yield 
(g/flask) (gDW /ld) (mg/i00gDW) (mg/1) 
有 厦 根 细胞 
toot-cell 0.397 0.151 0.57 0.035 
压轴 细胞 
Hypocotyl-cell 0.725 0.389 2.28 0.254 
子叶 细胞 : 
Cotyledon-cell 0.680 0.312 2.04 0.214 
花 萝 细胞 
Flower bud-cell 0.713 0.376 1.29 0.142 
4. 不 同 培 养 基 的 选择 


在 供 试 的 6 种 培养 基 中 ( 表 3) ，MC 培 养 基 〈 见 周平 等 报道 CD， 但 以 0.1%CA 代 
将 CM 和 LH) 对 愈 伤 组 织 的 生长 最 有 效 ,生长 速率 达 0,408gDW/1.d，MS、LS 和 6 ,7-V 
三 种 培养 基 对 细胞 生长 的 影响 差别 不 大 , 而 在 White 培 养 基 中 细胞 生长 最 慢 ,由 此 可 见 ， 
红 花 细胞 较 适合 于 在 高 盐 培 养 基 中 生长 。 对 a -生育 酚 的 形成 来 说 ，MS 和 Bs 培养 基 效 果 
较 好 ， 但 差别 不 明显 。 考 虑 细胞 生长 和 产物 积累 两 方面 因素 ， 应 采用 MC 或 Bs 培养 基 。 

5. 不 同 有 机 附加 物 的 效果 

实验 结果 表明 : 培养 基 中 添 加 10%CM 或 0.1%CA 可 使 细 胞 生长 速 率 达 到 0.449 和 
0.408 gDW/Ld， 分 别 比 对 照 提 高 了 53% 和 40% 左 右 。 但 添加 酵母 提取 液 (1 g/1) 能 提 
高 9- 生育 酚 含 量 之 外 ， 其 他 有 机 附加 物 对 0 -生育 酚 的 含量 没有 明显 提高 作用 ( 表 4 )。 
考虑 细胞 的 生长 与 产物 积累 两 方面 因素 ( 即 a -生育 酚 产 率 )， 在 培养 基 中 添加 0.1%CA 
或 1g/I 的 酵母 提取 液 是 可 取 的 。 

本 实验 证 明 :， 改 变 培养 条 件 会 影响 红 花 愈 伤 组 织 的 生长 和 w -生育 酚 的 积累。 目前 
由 于 红 花 愈 伤 组 织 的 生长 较 快 ， 在 以 后 的 研究 中 ， 应 该 以 提高 c -生育 酚 的 含量 为 首要 
目标 。 
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表 3 不 同 培养 基 对 红 花 念 伤 组 织 生长 和 a- 生 育 酚 含量 的 影响 


Table 3 The influence of media on callus growth and a-tocopherol content of Carthamus tinctorius 


ee A 征 本 rr tr 和 wlmame 











培 养 基 收获 干 重 生长 速率 -生育 酚 含 量 Qa- 生育 酚 产 率 
四 《 克 / 瓶 》 ( 克 干 重 / 升 .天 ) (毫克 /100 克 干 重 》 (毫克 / 升 ) 
Media Harvest DW Growth rate a-tocopherol content atocopherol yield 
Cg/flask) (gDW/1l*d) (mg/100gDW) (mg/l) 
MS 培养 基 0.324 0.378 0.92 0.119 
MS medium 
MC 培养 基 0.323 0.408 0.81 0.105 
MC medium 
Bs 培养 其 0.284 0.357 0.98 0.111 
Bs medium 
LS 培养 基 . 0.325 0.379 0.81 0.105 
LS medium 
6,7-V 培 养 基 0.329 0.385 0.58 0.076 
6, 7-Vmedium 
White 培养 基 0.117 0.112 No analysis 


White medium 


roves nn 


表 4 不同 有 机 附加 物 对 红 花 愈 伤 组织 生 长 和 a- 生 育 酚 含量 的 影响 
Table 4 The influence of different organic additives on callus growth and a-tocophero! 


content of Carthamus tinctorius 


一 一 一 





有 机 附加 物 收获 干 重 生长 速率 a- 生 育 酚 含 量 Qa- 生育 酚 产 率 
(〈 克 / 瓶 》 《 死 干 重 / 升 ,天 ) (毫克 /100 克 干 重 ) 《毫克 / 升 ) 
Addirivas Harvest DW Growih rate Qa-tocopherol content a-tocopherol Yield 
(g/flask) (gDW/1'd) (mg/100gDW) (mg/l) 

椰 于 江 0.369 0.449 0.58 0.086 
CM(10%) 

水 解 乳 蛋 白 ， 0.258 0.302 0.37 0.038 
LH ‘(0.1%) 
酪 蛋白 氨基 酸 0.338 0.408 0.81 0.109 
CA(0.1%) 

对 照 1 0.251 0.295 0.93 0.093 
Control 1 

蛋白 肪 0.296 0.340 Trace 二 二 
Peptone (] g/l) | 

牛肉 淄 谊 0.315 0.366 0.45 0.057 

Beef extract(l g/l) ， 
酵母 提取 液 0.290 0.333 0.99 0.115 
Yeast extract(l g/l) 

对 照 2 0.264 0.297 0.91 0.096 
Control 2 


致谢， 本 所 生理 室 仪器 组 王 华 及 易 永 生 等 协助 样品 成 分 分 析 工作 。 
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